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ABSTRACT 
  
To elucidate the viral distribution in four contrasting Antarctic and sub-Antarctic oceanic 
regions (Ourkney Islands, South Georgia, and Gerlache Strait) a cruise was carried out 
on board of the R/V BIO- Hesperides during December 2014-February 2015.  
 
We aimed to investigate whether there were differences in viral abundances in these 
areas characterized with diferent levels of primary production. To achieve this objective 
here, I show surface (including the microlayer and 10 cm under it) viral abundances, 
and this were related with temperature, chlorophyll a (chl a) concentration and bacterial 
abundances. South Georgia area showed the highest values of chl a (from 0.44 to 8.95 
µg L-1) concomitanly with highest bacterial (8.4 cel. x 105 mL-1) and viral abundances 
(4.6 virus x 107 mL -1). The lowest values of chl a (0.3 µg L-1) were observed in Ourkney 
concurrently with lowest bacterial (1.6 x 105 mL -1) and viral abundances (1.2 x 106 mL-
1).  
 
Viral abundances presented the maximum value in the microlayer (2.6 x 107 mL -1) at 
station 43 (South Georgia zone) while the minimum value (2.3 x 106 mL -1) was found 
at  station 38, in the vicinity of Orkney Islands. Moreover, similarly, maximum and 
minimum abundances of total viruses at 10 cm were found at stations 43 (2.21 x 107 
mL-1), and 38 (8.6 x 105 mL-1), respectively. The averaged viral abundances of the 
different microlayers (1.1 x107 ± 0.2 mL-1) is higher than the average at 4m (6.2 x 106 ± 
1.3 mL-1) and at 10 cm (5.3 x106 ± 0.4 mL-1). 
 
Temperature was significantly related with chl a concentration, bacterial and viral 
abundances explaining about 50% of their variability. Finally, both chl a concentration 
and viral abundances showed a faster response to temperature increases (slopes of 
the regression: 0.16 and 0.14 respectively) than bacterial abundances (slope: 0.06). 
 
It also has been found a significant direct relationship between chl a concentration with 
bacterial abundance and viral abundance (p<0,00). Also, bacterial abundance was 
significantly correlated to viral abundance. To sum up, it has been shown that viruses 
vary depending on their hosts which in part rely on physicochemical and biological 
variables.  
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1. ABREVIATURES 
 
ADN/DNA : Àcid desoxiribonucleic 
Chl a: clorofil·la a 
CTD: Conductivity, temperature and deph 
DMS: Dimetilsulfat 
DMSP: Propionat de sulfur de dimetil 
DOM: Matèria orgànica dissolta 
Fag: Bacteriofag 
FC: Citòmetre de flux 
FL1: Fluorescència verda 
POM: Matèria orgànica particulada 
SG: SYBR Green  
TE: Buffer Tris-EDTA 
UV: Ultraviolat 
UW: Under-way 
 
2. INTRODUCCIÓ 
 
Els oceans cobreixen més del 70% de la superficie de la Terra. El 90% de la biomassa 
viva dels oceans està constituïda per microorganismes (virus, bacteris i protistes), els 
quals exerceixen un paper important en els cicles de nutrients i energia (Suttle 2007). 
Molts estudis han contribuït al reconeixement que els virus són agents actius i diversos 
en els ecosistemes marins i d'aigua dolça (Suttle 2007; Brussaard et al. 2008). 
S’estima que els virus lisen aproximadament del 10% al 50% de la biomassa dels 
bacteris per dia (Suttle 2007). 
 
Els virus són les entitats biològiques més abundants dels sistemes aquàtics (Bergh et 
al. 1989; Fuhrman 1999; Weinbauer 2004) amb un nombre de 107virus mL-1 (Suttle, 
2007) i superant en un ordre de magnitud la de bacteris i arqueus. No obstant això, per 
la seva mida tant petita, només representen aproximadament el 5% de la biomassa 
procariota i picoeucariota (Fig.1). La seva abundància global disminueix al allunyar-se 
de la costa i en fondària (Maranger i Bird 1995).  
 
La presència de virus a l’oceà és dinàmica perquè, per una banda apareixen com a 
resultat de la lisi de cèl·lules hoste. Així, en aigües superficials entre el 10-20% dels 
bacteris heteròtrofs i el 5-10% dels cianobacteris són lisats diàriament el que 
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Biome
An ecological area that 
contains similar groupings or 
communities of organisms.
Diel
A 24-hour period that 
corresponds to a cycle of light 
and darkness.
bacterial cells (VBR). However, marked differences have 
been reported in the relationship between the viral and 
prokaryotic abundance in different marine environments. 
For example, in the surface waters of the Pacific and 
Arctic Oceans the VBR is ~40 and ~10, respectively, 
and in lakes the average VBR is less than 5 (REF. 21). By 
contrast, in the deep waters of the Atlantic Ocean the 
ratio often exceeds 100 (REF. 15). The reasons for these 
differences are unknown, although in freshwater envi-
ronments the loss rates of virus particles may be greater21, 
resulting in a higher abundance of viral particles, whereas 
the high VBR in the deep ocean might reflect a zone of 
viral accumulation15,24,25. These are large-scale patterns 
that are controlled by environmental differences, but 
ultimately, viral production occurs at microbial hot spots 
and on spatial scales of individual cells. This is evident 
by the order-of-magnitude variations in viral abundance 
and VBRs on spatial scales of centimetres that occur in 
aquatic environments26.
Our view of the distribution and abundance of viruses 
in the sea is enhanced by flow cytometry, which is a high-
throughput method in which the fluorescent staining of 
nucleic acids allows virus particles to be counted, even 
though they are too small to scatter light in a predict-
able way27–30. FC allows sub-populations of both viruses 
and potential host cells to be discriminated, based on the 
characteristics of their fluorescence and scatter. Although 
the data are limited, in the Arctic Ocean biome the most 
abundant sub-population of viruses had a lower fluor-
escence and was most highly correlated with the het-
erotrophic prokaryotes, which had a higher nucleic-acid 
content (J.P. Payet and C.A.S., unpublished observations). 
It has been argued that this sub-group represents the 
most active members of the prokaryotic community31–33, 
although this interpretation has been disputed34,35. By 
contrast, viruses that have more fluorescence and scat-
ter are characteristic of the Phycodnaviridae family, 
which infect eukaryotic phytoplankton. Viruses with 
these characteristics were the most tightly coupled to 
the chlorophyll a concentration, which is an indicator of 
the abundance of photosynthetic cells (J.P. Payet and 
C.A.S., unpublished observations).
Such observations might help us to understand some 
of the emergent properties of viral infection. For exam-
ple, most models that try to estimate the impact of viral 
infection on marine microbial mortality assume that 
every member of the prokaryotic community is equally 
affected by viral infection2,36–38. However, if viruses pref-
erentially infect cells that are growing more rapidly this 
will, in turn, affect nutrient cycling and, potentially, the 
efficiency with which carbon is transported from where 
it is fixed in surface waters to the deep ocean.
Viruses, mortality and elemental cycling
As agents of mortality, viruses have a range of effects 
on the world’s oceans, from altering geochemical cycles 
to structuring populations and communities. However, 
quantifying the effect of viruses on host populations 
remains difficult7. Poorly constrained estimates indicate 
that, on average, viral lysis in surface waters removes 
20–40% of the standing stock of prokaryotes each day36, 
and is approximately equal in importance to grazing 
as a source of microbial mortality39. However, esti-
mates of viral lysis vary widely among studies and the 
methods that are available produce variable and uncer-
tain results40,41. In addition, there are few estimates of 
viral-mediated mortality for microbial communities in 
sediments42 or the subsurface waters that constitute most 
of the world’s oceans15. Although over long time periods 
viral-mediated mortality must approach a steady state, 
in which mortality and production are balanced, this 
is frequently not the case for the timescales over which 
experiments are conducted. Sometimes this is obvious, 
for example, during large-scale lytic events that can lead 
to the termination of phytoplankton blooms43, but in 
most cases the effects of viral infection on phytoplankton 
blooms are more subtle44–46. In addition, the observations 
of diel and seasonal shifts in viral production47,48, and tem-
poral shifts in the composition of viral communities49–51 
and the organisms they infect52 imply that viral infection 
is not at a steady state in the marine environment. The 
fact that virus replication rates increase in conjunction 
with increases in host growth rates emphasizes that viral-
mediated mortality is not in a steady state, and that some 
subsets of the host community will be disproportionately 
affected. An increase in the rate of viral reproduction in 
response to an increase in the growth rate of host cells is 
a strong feedback mechanism that would probably pre-
vent dominance by the fastest growing taxa. Reports that 
bacteriophage abundance is most strongly correlated 
with the most active subset of the prokaryotic commu-
nity (J.P. Payet and C.A.S., unpublished observations) 
is further evidence that it should not be assumed that 
the effects of viral infection are spread evenly across the 
microbial community. The lack of straightforward and 
reliable approaches for estimating the rates of mortality 
that are imposed by viruses on marine prokaryotic and 
eukaryotic heterotrophic and autotrophic communities 
remains one of the biggest obstacles for incorporating 
viral-mediated processes into global models of nutrient 
and energy cycling.
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Figure 1 | Relative biomass and abundances of prokaryotes, protists and viruses. 
Viruses are by far the most abundant biological entities in the oceans, comprising 
approximately 94% of the nucleic-acid-containing particles. How ver, because of their 
small size they comprise only approximately 5% of the biomass. By contrast, even though 
prokaryotes represent less than 10% of the nucleic-acid-containing particles they 
represent more than 90% of the biomass. Protists can represent as much as half the 
biomass in surface waters169, but in the meso- and bathypelagic depths of the ocean they 
only comprise a few percent or less of the biomass170. Consequently, overall, their 
biomass probably represents even less than that of the viruses.
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contribueix a mantenir un nombre elevat de virioplàncton (Fuhrman i Suttle 1993, 
Suttle 1994).  
D’altre banda, els virus en aigües superficials poden ser destruïts o danyats, per la 
llum solar (radiació UV). Encara que també poden desaparéixer de la columna d’aigua 
per altres factors com per agregació a partícules orgàniques i inorgàniques o per 
l’ingestió de protists (Suttle i Chen 1992; Noble i Fuhrman 1997; Garza i Suttle 1998).  
 
Tot i que els virus podrien ser introduïts a partir de fonts externes, a partir de masses 
d’aigua d’altres llocs d’origen antropogènic a les costes, la majoria provenen de la lisis 
d’organismes marins. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Abundància i biomassa relativa de procariotes, protistes i virus. Els virus 
representen el 94% de l’abundància total de migroorganismes, mentre que els 
procariotes en ter es de biomassa ho fan en un 90%. Els protistes representen entre 
un 10% de l’abundància i m nys d’un 5% de l  biomassa (Suttle 2007). 
 
Donat que els procariotes són els potencials hostes més abundants (106 mL-1), la 
majoria de virus que els infecten (Brussard 2004; Winbauer 2004) i s’anomenen 
bacteriòfags (fags). En segon lloc, una proporció força elevada infecten microalgues 
(Suttle et al. 1990 ; Suttle 1992; Bratbak et al. 1993; Fuhrman 1999; Brussaard 2004) i 
microzooplancton (González i Suttle 1993; Massana et al. 2007; Saura et al. 2011).  
 
Els virus són responsables d’alteracions dels cicles biogeoquímics i de l’estructuració 
de les poblacions i comunitats microbianes. S’alliberen de 20-300 partícules de virus 
per cèl·lula hoste lisada (Wommack i Colwell 2000, Boras et al. 2010). Se sap que 
cada segon es produeixen aproximadament 1023 infeccions víriques a l’oceà (Suttle 
2007). A més a més, els virus podrien contribuir a mitig r el ca vi climàtic. Així, la lisi 
de cèl·lules de fitoplàncton produïdes per l’infecció viral, apopto i o per alimentació
ineficient de zooplàncton pot alliberar grans concentracions de pro ionat de ulfur de 
dimetil (DMSP) (Malin et al. 1998) que es converteix en dimetil sulfat (DMS) a través 
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de l'activitat bacteriana, que s'associa amb la condensació dels núvols (Simó 2001).  
 
Atès que els virus solen causar una gran proporció de mortalitat de bacteris i fins i tot 
de fitoplàncton, especialment durant els “blooms”, quins són els seus efectes sobre el 
sistema en el seu conjunt? La infecció vírica provoca que es produeixi una conversió 
de la matèria orgànica particulada viva (POM) en virus i restes cel·lulars permetent que 
el cicle torni a iniciar-se. Aquetes restes són diverses molècules de matèria orgànica 
dissolta (DOM), com monòmers, oligòmers o polímers juntament amb col·loides i 
fragments cel·lular (Shibata et al. 1997). Aquesta DOM podrà ser ràpidament utilitzada 
per altres bacteris (Bratbak et al. 1990; Proctor i Fuhrman 1990; Fuhrman 1992), de 
manera que tenim un  bucle tròfic semi-tancat (viral shunt, Fig.2) (Wilhelm i Suttle 
1999). D’altra banda, els bacteris també poden ser depredats pels protists que 
transporten el carboni bacterià a nivells tròfics superiors. Per tant, els protists i els virus 
competeixen per la mateixa presa. A la vegada, el fitoplàncton i la depredació sobre 
els bacteris (per part de protists) poden alimentar externament aquest bucle contribuint 
a l’excreció de DOM. Tot aquest conjunt d’activitats entre els microorganismes (virus, 
bacteris, fitoplàncton i protistes) és el que s’anomena xarxa tròfica microbiana, que 
està estretament lligada amb la xarxa tròfica alimentària (Fig.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Xarxa tròfica on es reflexa el paper dels virus en els ecosistemes marins 
(Clara Ruiz González). 
 
La producció de DOM deguda a la lisi vírica afavoreix una millor retenció de nutrients 
orgànics i inorgànics a la zona fòtica. Això pot ser particularment important per als 
nutrients que potencialment limiten la productivitat del fitoplàncton, com ara nitrogen, 
fòsfor i ferro, que estan relativament més concentrats en els bacteris comparat 
eucariotes (Fuhrman 1999).  
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A l’actualitat hi ha un gran nombre d’estudis que comparen (Danovaro et al. 2011) 
l’abundància de virus i diferents variables fisicoquímiques i biològiques a nivell global. . 
No obstant, el que crida més l’atenció és la manca de dades en sistemes Polars. Per 
tant aquest treball, entre altres objectius (veure a sota), contribueix a augmentar la 
informació sobre l’abundancia viral i la seva distribució a l’oceà antàrctic i sub-antàrtic. 
 
3. OBJECTIUS 
 
L’Objectiu en que s’emmarca el TFG titulat “Ecologia de virus marins antàrtics”, es 
deriva d'una Campanya Oceanogràfica a l’Antàrtida dins del Projecte PEGASO. 
Aquesta campanya es va realitzar entre el Desembre 2014 i el Febrer 2015 a bord del 
Vaixell Oceanografic  d’Investigacio BIO-HESPERIDES.  
 
El principal objectiu del projecte PEGASO éra investigar els mecanismes i processos 
mitjançant els quals la vida marina produeix aerosols i ajuda que contribueixin a la 
formació de núvols. Per aquest motiu, es va anar fins a l’Oceà Austral i l’Oceà 
Subantàrtic, ben lluny de la pols, dels boscos i dels humans, per tal d’explorar 
simultàniament les interaccions entre l’oceà i l’atmòsfera.  
 
Durant la Campanya PEGASO es varen visitar quatre àreas, tres prop de la Peninsula 
Antàrtica i un altre a la zona de South Georgia Island. Les quatre zones es varen triar 
per tenir diferent grau de productivitat. L’hipòtesi de partida era que s’esperava que en 
les zones amb més alta productivitat (mes concentració de chl a) i temperatura més 
elevada hi hauria més abundància de bacteris i, per tant, més abundància de virus. 
També es va voler comprobar si a les capes més superficials (microcapa) es mantenia 
l’abundancia de virus o aquests eren destruits per una exposició més elevada a la 
radiació UV. 
 
L’objectiu final del TFG per assolir les hipòtesis esmentades és:  
 
• Determinar la distribució de les abundàncies de virus en quatre àrees ben 
definides de l’Antàrtida i del Sub-antàrtic per les seves característiques fisico-
químiques i biològiques. 
 
• Relacionar els canvis d’abundància del virioplàncton amb l’abundància 
bacteriana i chl a, així com amb la salinitat i la temperatura. 
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La consecució d’aquests dos objectius són peces claus per interpretar a posteriori, les 
relacions entre la interacció biologia i l’atmòsfera (que aquest treball no contempla). 
 
Per assolir aquests objectius es van procesar 345 mostres de virus i un cop 
obtingudes les abundàncies, es van analitzar les dades. A la vegada que es varen 
utilizar altres dades de parametres biològics i físico-químics gentilment cedides per 
altres participants i així poder completar les análisis. 
 
4. METODOLOGIA DEL TREBALL 
 
4.1 Llocs de mostreig i mètodes 
 
Durant la Campanya PEGASSO es varen visitar 4 àrees (anomenades Blooms):  
 
• Bloom 1 i 2 al voltant de les Ourkney Islands 
• Bloom 3 al voltant de  la South Georgia Island 
• Bloom 4 al voltant del Bellingshausen Sea i Gerlache Strait (Fig.3) 
 
Els blooms són zones d’aflorament de plàncton, tant biològicament com químicament. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Mapa de les zones (Blooms)* i de les estacions mostrejades durant la 
campanya PEGASO. 
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*Aclariment: encara que s’anomessin blooms no volia dir que en el moment de visitar-
les hi hagués un bloom. Abans de la Campanya es va fer un estudi previ  de les àrees 
a visitar i el que es buscava és que d’entrada tinguessin diferents nivells de 
concentracions de chl a per establir les diferent àrees de mostreig. Això donava la 
possibilitat que depenent de l’activitat biològica també hi haguessin diferències en la 
producció de partícules o gasos d’origen biològic cap a l’atmòsfera. 
 
Pel projecte PEGASO interessava sobretot l’anàlisi de l’aigua de superficie (4 m, 
microcapa i 10 cm sota la microcapa), perquè és on es produeix l’intercanvi de gasos 
amb l’atmòsfera, encara que també es va mostrejar a altres profunditats.  
 
El mostreig de les diferents estacions situades a les diferents àrees es va fer amb l’ 
utilització d’una rosseta, que esta formada per una estructura metàl·lica a la qual van 
adossades 24 ampolles  Niskin de 12 L disposades en forma de cercle . A la Rosseta 
va muntada una sonda, el CTD que a mesura que baixa per la columna d’aigua 
medeix la salinitat (C: conductivity), la temperatura (T) i la fondària (D: Depth). També 
porta un sensor de fluorescència el qual permet mesurar la presència de particules que 
emeten fluorescència (fitoplàncton majoritàriament). A mes d’algunes estacions es va 
agafar mostra de 4 m de fondària des del continu del vaixell mentre es navegava (UW: 
under-way). 
 
A cada estació del mostreig, l’Hespèrides s’aturà i, 
mitjançant un cable, que va conectat a un ordinador, la 
roseta amb el CTD es comença a submergir i el fem 
aturar a la fondària que ens interessa per tal de recollir 
mostres d’aigua. Posteriorment, un cop a bord, les 
mostres d’aigua de les ampolles Niskin es recullen en 
tubs, bidons o ampolles per procesar-la al laboratori.  
 
Figura 4: CTD (sota la rossetta) (Imatge cortesía de 
NOAA Okeanos Explorer Program, INDEX-SATAL 2010). 
 
Les mostres de la microcapa s’agafàven en situacions de mar en calma. Aquesta és 
una aigua amb característiques diferents a la de sota. Allà s’hi acumulen substàncies 
orgàniques fet que possibilita que es trobin microorganismes els quals se’n alimenten: 
bacteris, protistes i els virus que els infectaran. Aquesta pel·lícula es coneix amb el 
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nom de microcapa i el conjunt de microorganismes que s’hi troben constitueixen el 
nèuston.  
 
Les mostres d’aigua de les microcapes (d’una cinquena part de mil·límetre) s’han 
recollit des d’una zòdiac, utilitzant un plat de vidre recte i net,  que es suca 
perpendicularment l’aigua com si es volgués tallar. La capa més superficial s’adhereix 
al vidre per totes dues cares i s’escura a l’interior d’una ampolleta, amb una placa de 
plàstic ben neta. Cada vegada es recullen uns pocs mil·límetres, per tant, per recollir-
ne un quart de litre s’està aproximadament mitja hora. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Mostreig de la microcapa (ICM-CSIC). 
 
També, des de la zòdiac, es varen agafar mostres de 10 cm a sota de la microcapa i  
diverses mostres de gel marí, el qual presenta condicions físico-quimiques i 
biològiques molt diferent a les aigües de la columna d’aigua. Els blocs de gel marí es 
van agafar de les àrees dels Blooms 1 i 2 (Ourkney Islands). 
 
4.2 Determinació de l’abundància vírica a l’aigua i al gel marí 
 
La tècnica que es va utilitzar per determinar l’abundància vírica, tant de les mostres 
d’aigua com les de gel marí, va ser la citometria de flux. El protocol (veure ANNEX) 
que es va seguir va ser el proposat per Brussard (2004), però es va fer una adaptació 
que es pot veure en Boras et al. (2009).  
 
Els virus quantificats van ser classificats en tres categories en funció del seu grau de 
fluorescència verda (FL1): 
 
• V1: low viruses 
• V2: medium viruses   
• V3: high viruses    
María Serrano Cuerva  Ecologia de virus antàrtics marins 
 
 
Els virus corresponents a les categories V1 i V2 es considera que són fags (valors de 
FL1 baix) mentre que els virus V3 es consideren que la majoria d’ells probablement 
infecten eucariotes (valors de FL1 alts) (Evans et al. 2009; Brussaard et al. 2010). 
Les dades obtingudes de les diferents mostres víriques es van analitzar utilitzant fulls 
de càlcul amb el programa Microsoft Excel per tal de representar-les en 
concentracions de virus (virus/mL).  
 
5.3 Determinació de l’abundància bacteriana i fitoplanctònica 
 
L’abundància bacteriana es va mesurar per citometria de flux (Gasol i del Giorgio 
2000) i la chl a per fluorimetria (Parson et al. 1984). Aquestes variables van ser 
analitzades per diversos científics del ICM (Dra. Montse Sala i Dra. Marta Estrada), les 
quals gentilment m’han facilitat les dades a posteriori per tal de poder ser 
relacionades amb els valors d’abundància vírica. 
 
5.4 Temperatura i salinitat 
 
Aquestes dades van ser obtingudes a partir de la sonda del CTD i van ser cedides per 
l’investigador principal del projecte PEGASO, Dr. Rafel Simó. 
 
5.5 Anàlisis estadístics 
 
Per tal d’analitzar les dades obtingudes d’abundàncies de virus, bacteris i chl a tant de 
l’aigua com del gel, van ser transformades en logaritmes, per normalitzar-les. Després 
es va aplicar l’anàlisis de variància (ANOVA) per avaluar si hi havia diferències 
significatives de les abundàncies de virus totals, de fracció petita i de fracció gran entre 
les diferents àrees de mostreig (Blooms). També es va avaluar si les abundàncies de 
virus tant de l’aigua com dels gels estaven relacionades amb altres paràmetres com la 
temperatura, l’abundància bacteriana i la concentració de chl a mitjançant regressions 
lineals.  
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5. RESULTATS  
 
6.1 Abundància vírica en superficie 
 
Les quatre zones mostrejades presentaven en superficie (4m) temperatures que 
anaven des de un mínim de -0,87 ºC al Bloom 2 i un màxim de 5,38 º C al Bloom 3. 
Respecte la salinitat, anava des de un mínim de 26,3 al Bloom 1 a un màxim de 34,13 
al Boom 3. Pel que fa a la concentració de chl a el Bloom 3 presentava els valors més 
alts (promig de 4,16 ± 0,55 µg L-1) (Taula 1). 
 
Taula 1: Temperatura, concentració de chl a i abundàncies bacterianes i víriques en 
superfície (4 m) a les quatre àrees estudiades.  
 
 
L’abundància de bacteris també presentava els valors més alts (promig de 5,81 ± 0,33 
x 105 mL-1) al Bloom 3 i els mínims al Bloom 1 (promig de 2,34 ± 0,12 x 105 mL-1). La 
distribució de virus totals en superfície (Fig.7) registrava els valors més alts (promig de 
1,85 ± 0,28 x 107 mL-1) al Bloom 3, tal com era d’esperar a priori ja que era la zona on 
la concentració de chl a i bacteris era superior, seguida de la del Bloom 4 (Taula1). 
Així, a la Fig. 6A es mostra la distribució de l’abundància de virus totals en superfície 
(4m) que engloba totes les estacions per cada zona (Blooms) on es constata que les 
concentracions més elevades de virus totals es troben en el Bloom 3 (South Georgia, 
  BLOOM 1 BLOOM 2 BLOOM 3 BLOOM 4 
  Mínim 0,31 -0,87 1,28 1,39 
Temperatura (ºC) Màxim 0,95 4,86 5,38 1,6 
  Mitjana 0,58 0,28 3,82 1,45 
  Error 
Estàndard 
0,11 0,25 0,29 0,02 
  Mínim 26,3 33,09 33,24 33,36 
Salinitat (ppt) Màxim 33,93 34,07 34,13 33,45 
  Mitjana 33,44 33,34 33,74 33,4 
  Error 
Estàndard 
0,38 0,07 0,03 0,01 
  Mínim 1,62 0,28 0,44 3,41 
Clor.a (µg L-1) Màxim 2,19 3,3 8,95 4,91 
  Mitjana 1,88 0,64 4,16 4,15 
  Error 
Estàndard 
0,01 0,17 0,55 0,53 
  Mínim 1,6 2,27 3,75 3,77 
BA (cèl. x 105 mL -1) Màxim 2,97 6,92 8,44 4,19 
  Mitjana 2,34 3,46 5,81 3,98 
  Error 
Estàndard 
0,12 0,28 0,33 0,15 
  Mínim 2,14 1,18 5,5 8,6 
VA (virus x 106 mL -1) Màxim 9,87 16,8 46,1 22,9 
  Mitjana 4,66 4,36 18,5 13,8 
  Error 
Estàndard 
0,54 0,78 2,84 1,3 
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zona sub-antàrtica). A més, les diferents categories de virus corresponents a virus 
ambbaixa FL1 (Fig.6B) considerats fags (V1+V2) i la fracció V3 (Fig.6C) corresponent 
virus  amb alta FL1 i que infecten a cèl·lules eucariotes, segueixen el mateix patró.   
 Figura 6: Abundància de virus en superficie (4m): A) virus totals en superficie B) virus 
de baixa  FL1 (V1+V2) C) virus de FL1 alta (V3). Cada número correspon a una 
estació de mostreig. UW correspon a mostrejos en continuu, mentre es navegava.  
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6.2 Abundància de virus a la microcapa i a 10 cm de fondària 
 
Es va avaluar la distribució de l’abundància vírica a la microcapa i a 10 cm de fondària 
pel que fa les diferents categories de virus. Degut a la logística per mostrejar la 
microcapa i els 10 cm per sota, no totes les estacions de les 4 àrees es varen poder 
visitar, ja que per a que hi hagi microcapa, el mar ha d’estar en calma i a l’Antàrtida 
això no passa sempre. 
 
De les quatre zones mostrejades, quant a la concentració de virus total a la microcapa, 
el valor màxim (2,58 x 107 mL-1) es troba a l’estació 43, situada a South Georgia 
(Bloom 3), mentre que el valor mínim (2,32 x 106 mL-1) es troba a l’estació 38 que 
correspón a la zona del Boom 2 a les Ourkney Islands. Tanmateix,  a la concentració 
de virus totals a 10 cm de profunditat, el valor màxim (2,21 x 107 mL-1) es troba a 
l’estació 43, que correspon a South Georgia (Bloom 3), mentre que el valor mínim 
(8,56 x 105 mL-1) es va detectar a l’estació 38 que correspon a Ourkney Islands (Bloom 
2).  
 
El promig de l’abundància de virus de les microcapes (1,05 x 107 ± 0,186 mL-1), 
s’assembla més al promig trobat a 4m (6,2 x 106 ± 1,28 mL-1) que no pas al de 10 cm 
(5,26 x 106 ±  0,39 mL-1). Si es tenen en compte els promitjos de cada Bloom en 
general, els valors també són més similars a 4m que no pas a 10 cm (Taula 1). 
 
Així a la Fig.7, es pot observar que els valors de virus són més alts en general a la 
microcapa que per sota (10 cm), i la fracció més alta en abundància correspon als fags 
(V1+V2) de baixa FL1. 
 
Figura 7: Abundàncies de virus en diferentes estacions: A) Microcapes B) 10 cm de 
profunditat. 
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6.3 Mostres de gel marí 
 
A més, d’estudiar l’abundància de microorganismes presents a la columna d’aigua, es 
va tenir l’oportunitat de mesurar la seva concentració en mostres de gel marí, on 
s’esperava, com així va ser, valors força elevats. Aquestes mostres van ser recullides 
a la zona de les Ourkney Islands. 
 
Els resultats mostren que el Gel 2 té una major abundància vírica que no pas les 
mostres dels gels 1 i 3. A més a més, hi ha un predomini dels virus de les categories 
V1 i V2 (Fig.8.).  
Figura 8: Abundància vírica en 3 mostres de gel: A) Abundàncies totals B) 
Abundàncies en les diferents categories. 
 
6.4 Diferències de l’abundància de virus entre les 4 àrees 
 
L’analisi d’ANOVA (Taula 2) on es mostra que hi ha diferències significatives entre les 
abundàncies víriques de les quatre àrees analitzades. Després d’aplicar el test HSD 
(Honestly-significant-diference) de Tukey (Taula 3), es van detectar diferències 
significatives entre tots els blooms excepte entre el Bloom 1 i el Bloom 2.  
 
Si es mirem les abundàncies de virus de fracció de baixa FL1, s’observen diferències 
significatives entre els Bloom 2 i 3, entre els Bloom 3 i 1, entre els Blooms 4 i 2 i entre 
els Blooms 4 i 1. Finalment, analitzant les abundàncies de virus de alta FL1, es troben 
diferències significatives entre els Blooms 3 i 1, entre els Blooms 3 i 2 i entre els 
Blooms 3 i 4. 
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Taula 2: Anàlisis de la variància: abundàncies de virus totals, de fracció petita (V1+V2) 
i fracció gran (V3). 
 
  Source DF SS MS F pvalor 
  Entre grups 3 2,72E+15 9,06E+14     
V TOTALS Dintre dels grups 45 1,52E+15 3,38E+13 26,76 < ,0001 
  Total 48 4,24E+15 8,83E+13     
  Entre grups 3 2,20E+15 7,32E+14     
V1+V2 Dintre dels grups 45 1,27E+15 2,81E+13 26,02 < ,0001 
  Total 48 3,46E+15 7,21E+14     
  Entre grups 3 3,05E+13 1,02E+13     
V3 Dintre dels grups 45 1,64E+13 3,64E+11 27,88 < ,0001 
  Total 48 4,69E+13 9,76E+11     
 
Taula 3: Comparacions abundàncies de virus segons la zona analitzada: virus totals, 
virus de fracció petita (V1+V2) i virus de fracció gran (V3).  
 
 
COMPARACIONS PRINCIPALS DIFERÈNCIES pvalor 
  BLOOM 3 I BLOOM 2 1,85E+07 < ,0001 
  BLOOM 3 I BLOOM 1 1,71E+07 < ,0001 
VIRUS TOTALS BLOOM 3 I BLOOM 4 7,78E+06 0,03 
  BLOOM 4 I BLOOM 2 1,07E+07 0,0009 
  BLOOM 4 I BLOOM 1 9,31E+06 0,0029 
  BLOOM 1 I BLOOM 2 1,42E+06 0,9107 
  BLOOM 3 I BLOOM 2 1,65E+07 < ,0001 
  BLOOM 3 I BLOOM 1 1,52E+07 < ,0001 
V1+V2 BLOOM 3 I BLOOM 4 6,36E+05 0,061 
  BLOOM 4 I BLOOM 2 1,01E+07 0,0006 
  BLOOM 4 I BLOOM 1 8,85E+06 0,0018 
  BLOOM 1 I BLOOM 2 1,29E+06 0,9108 
  BLOOM 3 I BLOOM 2 2,01E+06 < ,0001 
  BLOOM 3 I BLOOM 1 1,89E+06 < ,0001 
V3 BLOOM 3 I BLOOM 4 1,43E+06 <.0001 
  BLOOM 4 I BLOOM 2 5,82E+05 0,1539 
  BLOOM 4 I BLOOM 1 4,56E+05 0,3051 
  BLOOM 1 I BLOOM 2 1,27E+05 0,9406 
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6.5  Efecte de la temperatura sobre les abundàncies víriques, 
bacterianes i fitoplanctòniques 
 
La temperatura presentava una relació significativa amb la concentració de chl a i les 
abundàncies de bacteris i virus (Fig. 9 A-C). Per les tres variables, la temperatura 
explica al voltant del 50% de la seva variabilitat. A més a més, tant la chl a com 
l’abundància de virus mostren una resposta més rápida a increments de temperatura 
que l’abundància de bacteris, a jutjar pels pendents més alts per chl a i virus (0,16 i 
0,14 respectivament) que per bacteris (0,06). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Efecte de la temperatura sobre les abundàncies fitoplanctòniques (chl a), 
bacterianes (BA) i víriques (VA): A) Relació entre la temperatua i chl a B) Relació 
entre temperatura i BA C) Relació entre temperatura i VA. Mostres de 4 m de 
fondària. 
 
6.6 Relació dels canvis d’abundància del virioplàncton amb altres 
paràmetres biològics com abundància bacteriana i chl a 
 
Si tal com s’espera els virus depenen dels seus hostes i els bacteris, en part, de la 
materia orgánica que li subministri el fitoplàncton, hi hauria d’haver una relació directa 
entre l’abundància vírica, bacteriana i fitoplanctònica. Efectivament, s’observa una 
relació positiva i significativa entre la concentració de chl a i l’abundància de bacteris, 
virus totals i virus V3 (Fig. 10, A-C). A més a més, els bacteris també están 
positivament relacionats amb els virus totals i les fraccions V1+V2 (Fig. 10 D-E). 
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Figura 10: Relació dels canvis d’abundància del virioplàncton amb altres paràmetres 
biològics com abundància bacteriana i chl a: A) Relació entre abundància bacteriana i 
chl a B) Relació entre abundància vírica i chl a C) Relació entre abundància de virus 
de FL1 alta (V3) i chl a D) Relació entre abundancia vírica i bacteriana E) Relació entre 
abundància de virus de FL1 baixa (V1+V2) i l’abundància bacteriana.  
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6. DISCUSSIÓ DE RESULTATS 
 
Un cop avaluada l’abundància de virus totals (i les diferents categories segons la seva 
fluorescència) a 4 m, es constata que al Bloom 3 (South Georgia, zona sub-antàrtica) 
és la zona amb una major abundància vírica, seguida del Bloom 4, Bloom 1 i Bloom 2. 
Això era d’esperar ja que de les quatre zones, aquesta era la que presentava els 
valors més elevats de chl a, abundància bacteriana, temperatura i salinitat.  
 
Les característiques físiques i químiques de les aigües superficials, com la 
temperatura i la salinitat, són paràmetres importants que influeixen indirectament en la 
dinàmica viral. Aquestes poden afectar a l’abundància, distribució i metabolisme de les 
potencials cèl·lules hostes procariòtiques i eucariòtiques planctòniques (Wommack i 
Colwell 2000, Weinbauer 2004, Evans et al. 2009). Les abundàncies vírica (Evans et 
al. 2009), bacteriana i la concentració de chl a, estan significativament i positivament 
correlacionades a la temperatura, tal i com es descriu a les troballes de Danovaro et al. 
(2011) i Lara et al. (2013). A més a més, els canvis de virioplàncton i de chl a, mostren 
una resposta més ràpida a increments de temperatura que no pas el de 
bacterioplàncton amb la temperatura. Aquest fet és degut a què probablement els 
bacteris estan controlats pels seus depredadors (protists i virus) i el que s’observa és 
l’abundància que resta després d’eliminar part de la seva producció (Furhman 1999). 
 
L’abundància de virus obtinguda a les zones mostrejades és similar a les observades 
per altres investigadors tant al sub-antàrtic (Evans et al. 2009) com a zones adjacents 
a la Península Antàrtica (Guixa-Boixereu et al. 2002, Vaqué et al. 2017) i també al gel 
marí (Maranger et al. 1994). A més, s’observen diferències significatives (p <0,05) 
entre les abundàncies víriques de les quatre àrees analitzades. Pel que fa 
l’abundància de virus totals, totes les àrees presenten diferències entre elles excepte 
els Blooms 1 i 2. Això és lògic ja que ambdues àrees pertanyen a les Ourkney Islands 
les quals presentaven característiques fisicoquímiques molt semblants. Les diferències 
observades en les abundàncies de virus de fracció de baixa FL1 ens permet interpretar 
que els Bloom 3 i 4, i els Blooms 1 i 2 són més similars entre ells. I respecte les 
diferències entre les abundàncies de virus d’alta FL1, el Bloom 3 (South Georgia) no 
mostra similituds amb la resta de Blooms. Aquesta zona és la que es trova més 
allunyada de la resta, i presenta una major concentració de chl a , així doncs és 
d’esperar que es trobin major nombre de virus que infecten eucariotes. 
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S’esperava també que, en aquestes zones amb diferents graus de productivitat, 
l’abundància de bacteris heteròtrofs, al igual que la seva producció, covariés amb la 
del fitoplàncton (Gasol i Duarte 2000). Els resultats obtinguts corroboren aquest fet. 
Així, l’abundància bacteriana estava estretament relacionada amb la concentració de 
chl a (Fig. 10 A). Per tant, a l’indret on hi havia una major concentració de chl a (Bloom 
3), es trobà també una major abundància de bacteris. Aquest fet també succeeix en 
altres llocs polars com l’ Àrtic (Boras et al. 2010, Maranger et al. 2015), o a l’Antàrtida 
(Vaqué et al. 2002, Maranger i Bird 1994). No obstant, el pendent obtingut per la 
regressió lineal entre ambdues variables és baix (0,2), el que vol dir que, per la 
concentració de chl a que hi ha, hauria d’haver-hi un nombre més elevat de bacteris. 
Per tant, això sugereix que els bacteris estan control·lats per la depredació (Bird i Kalf 
1984), essent els protists (pico/nanoflagelats i ciliats) i els virus són la principal causa 
de mortalitat de bacteris. 
 
Degut a la seva gran abundància, els bacteris són els principals hostes de virus, i en 
segon lloc les microalgues. Així ho mostren els resultats obtinguts, on l’abundància de 
virus està significativament relacionada, tant amb l’abundància bacteriana, com amb la 
concentració de chl a. No obstant, el pendent de la recta entre bacteris i virus és 
proper a 1 (Fig. 10 D i E), mentre que el pendent de la recta de regressió entre 
l’abundància de virus i la concentració de chl a és significativament <1 (Fig. 10 B i C), 
fet que indica que la major part dels virus són fags (Furhman 1999). Aquesta relació 
entre virus i bacteris està secundada en molts estudis mostrant que l’abundància 
bacteriana és la variable que millor prediu l’abundància vírica (Cochlan et al. 1993, 
Furhman 1999, Danovaro et al. 2011). 
 
Els virus o bé desaparèixen del medi degut a l’agregació a partícules (Fuhrman 1999), 
per ingestió de protists (Bettarel et al. 2004) o  bé perden infectivitat degut a la radiació 
solar (Suttle i Chen 1992, Weilhelm et al. 1998). La radiació UV, no únicament raig UV-
B sinó també d’altres longituds d’ona (Fuhrman 1999), pot incidir més fàcilment sobre 
els fags i els virus que infecten microalgues de les fondàries més superficials 
(microcapa i 10 cm), el que provocaria la seva inactivació i/o destrucció (Suttle i Chen 
1992; Suttle i Chang 1994; Noble i Fuhrman 1997; Wommack et al. 1996; Jacquet i 
Bratbak 2003; Vaqué et al. 2002). Segons això, l’abundància de microorganismes 
present a la microcapa, encara que s’esperi que siguin més abundants degut a la 
constitució d’aquesta (Cunliffe et al. 2010), potser s’hauria de manifestar l’efecte 
directe de la radiació UV i obtenir abundàncies més baixes. No obstant, en general, la 
microcapa presentaba valors superiors d’abundància de virus que per sota de 10 cm 
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(Fig. 4 A i B). En canvi, alguns dels valors més elevats s’observaven a 4 m. Aquests 
resultats están en consonància als trobats a l’Àrtic (Boras et al. 2010). De tota manera, 
és difícil comparar aquestes situacions, ja que la microcapa i a 10 cm per raons 
logístiques (mal temps) es va mostrejar molt menys que a 4m. 
 
7. CONCLUSIONS 
 
En conclusió, la meva aportació en aquest estudi ha estat determinar la distribució de 
l’abundancia de virus de superfície en diferents zones de l’antàrtida i del subantàrctic, 
així com a la microcapa i al gel marí. S’ha posat de manifest que els virus varien en 
funció dels seus hostes els quals depenen de les diferents variables fisicoquímiques i 
biològiques de l’entorn. El fet que els virus assoleixen la màxima abundància en la 
zona del sub-antàrtic estaria lligat també amb una gran activitat vírica sobre el 
fitoplàncton i els bacteris que probablement contribuirien a la formació de gasos 
d’origen planctònic (DMS, amines…) que són l’origen de nuclis de condensació i que 
persegueix el principal objectiu projecte PEGASO. 
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ANNEX 
 
1. Tècniques utilitzades 
 
1.1 Citometria de flux 
 
“La citometria de flux es basa en la mesura simultània de diferents propietats òptiques 
de la cèl·lula (dispersió de llum i emissió de fluorescència), que permeten la 
caracterització i classificació d’aquestes dins de la comunitat microbiana (Hofstraat et 
al. 1991; Veldhuis i Kraay 2000)”. Això dona lloc a que puguem mesurar la seva 
abundància i mida. 
 
Un FC esta format per tres sistemes principals: el sistema de fluids, el sistema òptic i el 
sistema electrònic. 
 
a) Sistema de fluids: transporta partícules en un corrent líquid sobre les quals 
incideix un raig làser de 488 nm de longitud d’ona. Per a la il·luminació òptima, 
el corrent de transport de les partícules ha d’estar situat en el centre del feix del 
làser.  
b) Sistema òptic: consta de raigs làser els quals il·luminen les partícules en el 
corrent de la mostra i de filtres de llum que dirigeixen les senyals resultants als 
detectors. 
c) Sistema electrònic: converteix els senyals de llum detectats en senyals 
electrònics que poden ser processats per un ordinador. 
 
Les característiques de les  partícules es mesuren en funció de la interacció que tenen 
amb el raig làser: poden desviar la llum incident (dispersió) o bé poden emetre 
fluorescència. 
 
1.1.1 Dispersió de llum 
 
La dispersió de la llum es produeix quan una partícula desvia la llum del làser incident. 
Això depèn de les diverses propietats físiques com poden ser la mida o la complexitat 
interna. 
 
Es poden trobar dos tipus de llum desviada: 
 
• Forward-scattered light (FSC) o llum dispersada cap endavant que és 
proporcional a la superfície o mida de la partícula que provoca dita 
dispersió. Es detecta just al costat de l'eix del feix làser incident en la 
direcció cap a endavant per un fotodíode1. 
 
Aquest tipus de llum s’utilitza per a la detecció de la mida de les partícules 
independentment de la seva fluorescència (Fig.11). 
 
 
 
 
                                                
1 Component electromagnètic semiconductor de dos terminals que permet la circulació eléctrica en un 
únic sentit sent sensible a la llum (visible o infraroja). 
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Figura 11: Propietats de desviació de la llum d’una cèl·lula 
(http://www.di.uq.edu.au/sparqfacs) 
 
• Side-scattered light (SSC) la seva dispersió és proporcional a la 
granularitat cel·lular o complexitat interna (Fig.1).És una mesura de la 
llum reflectida i refractada que es produeix en qualsevol interfase dins 
de la partícula on hi ha un canvi en l'índex de refracció2. 
 
 
 1.1.2 Fluorescència 
Un cos o substància  fluorescent absorbeix energia de la llum en un rang de longituds 
d'ona que és característic per a aquest compost. Aquesta absorció, fa que un electró 
del compost sigui elevat a un nivell d’energia superior. Aquest, ràpidament torna al seu 
estat fonamental emetent l’excés d’energia en forma de fluorescència, d’un fotó de 
llum.  
S’anomena espectre d’absorció al rang en el qual un compost fluorescent pot ser 
excitat. Com que es consumeix més energia en les transicions d'absorció que s'emet a 
les transicions fluorescents, les longituds d'ona emeses seran més llargues que les 
absorbides. Aquestes longituds d’ona emeses per un compost particular s'anomenen 
espectre d'emissió. 
En citometria de flux s’utilitza el làser d’ions d’argó perquè la llum que emet a 488nm 
excita més d'un fluorocrom (BD Biosciences 2000). La quantitat de senyal fluorescent 
detectada és proporcional al nombre de molècules de fluorocrom sobre la partícula. 
En aquest treball s’ ha utilitzat com a fluorocrom un stock de SYBR Green (SG), 
colorant que s’ utilitza en una varietat de tècniques de detecció i anàlisis de l’àcid 
desoxiribonucleic (ADN), per a la seva capacitat de lluentor quan interacciona amb 
aquest. El complex format per l’ADN/SG s’estabilitza gràcies a una interacció càrrega-
càrrega formada per una càrrega positiva del grup tiazol3 i els fosfats de l’esquelet de 
l’ADN (Dragan et al. 2012). El seu pic màxim d’excitació és de 497nm, però s’ha vist 
que té pics d’excitació secundaris a 290 nm i 380 nm (Fig.12).  La seva emissió de 
fluorescència esta centrada al voltant de 520 nm (Molecular Probes 2006).  
Tant l’emissió de fluorescència com la dispersió de la llum són dirigides cap als 
detectors, els quals produeixen uns senyals electrònics que són proporcionals als 
senyals òptics. Aquest corrent elèctric que es forma viatja a un amplificador i es 
                                                
2 Relació que hi ha entre la velocitat de la llum en un medi buit i la de la llum en un medi particular. 
3 Compost orgànic heterocíclic format per un àtom de sofre i un àtom de nitrogen i té com a fórmula 
molecular C3H3NS. 
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converteix en un impuls de tensió. Les dades es recullen per cada partícula o “event”. 
les seves característiques es basen en les propietats fluorescents o en la llum 
dispersada. Aquestes seran recollides i emmagatzemades en l’ordinador i podran ser 
analitzades.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12: Característiques espectrals del SYBR Green I : excitació i emissió de 
fluorescència amb dsDNA (Molecular Probes 2006). 
 
11.1.2 Preparació d’inserts d’agarosa per la conservació de concentrats de 
virus 
Els virus són les partícules biològiques més abundants en sistemes aquàtics i 
probablement els més diversos genèticament (Fuhman i Suttle 1993). Comptar virus 
en mostres es fa habitualment, però l’avaluació de la diversitat i la dinàmica amb 
acoblaments complexos és encara un repte.  
La preparació d’inserts (plugs) d’agarosa per conservar virus és una manera de 
preservar-los fins que es pugui aplicar tècniques moleculars de RAPD (Randomly 
Amplified polimorphic DNA) per a assolir les diferències entre estructures de les 
comunitats víriques, o bé per aplicar la tècnica de PFGE (Electorofesi de camp pulsat) 
que permet caracteritzar virus provinents de diversos medis, a partir de la mida del seu 
genoma. Es una tècnica de fingerprinting (Sandaa et al. 2010). 
2. Protocols 
 
2.1 Protocol de recompte de virus per citometria de flux 
El protocol que es va seguir va ser el proposat per Brussard (2004), però a l’Institut de 
Ciències del Mar es va fer una adaptació descrita a Boras et al. (2009).  
2.1.1 Fixació de mostres 
Les mostres van ser fixades amb Glutaraldehid al 25% (concentració final 0,5%) filtrat 
per un filtre d’un sol ús, estèril de 0,2 µm, deixant la mostra durant uns 15-30 minuts a 
4oC. Posteriorment es van congelar ràpidament amb N2 líquid i es van emmagatzemar 
en un congelador a -80oC, fins a la seva anàlisi.  
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2.1.2 Solucions a preparar prèvies a l’anàlisi 
 
• Aigua Milli-Q 4 
• Tinció SG I: dividir el stock comercial en alíquotes i conservar a - 
20oC (200X a partir del stock). Per això es dilueix l’stock 
comercial 200 vegades en un tub eppendorf estèril (5 µL de 
solució stock +995 µL d’aigua Milli-Q). Cal treballar amb llum 
baixa perquè aquest fluorocrom és fotosensible i utilitzar sempre 
guants ja que interacciona amb l’ADN. 
• Buffer Tris 10mM-EDTA 1mM (TE 10:1)5: una vegada autoclavat 
s’ha de filtrar per 0,2 µm cada dia abans d’utilizar-lo.  
2.1.3 Materials 
 
• FC amb làser d’Argó 488nm (Becton Dickinson Facscalibur) 
• Aigua Milli-Q 
• Tubs de 5 mL per el FC 
• Pipetes: 1-10 µL, 100-1000 µL, 20-200 µL 
• Xeringues de 20 mL i filtres d’un sol us de 0,2 µm (swinex). 
• Bany d’aigua destil·lada a 80oC on l’aigua ha de ser 
renovada regularment. 
• Contenidors per els residus contaminats (guants, tubs, tips...) 
• Lleixiu 
• Tubs Falcon de 50 mL 
2.1.4 Passos a seguir 
 
I. Posar-se guants, encendre el FC i esperar uns minuts per obrir 
l’ordinador.  
II. Engegar el bany a 80oC, treure el SG del congelador i col·locar-
lo a un lloc fosc com és en un calaix del laboratori per tal que es 
descongeli a temperatura ambient. 
III. Revisar els contenidors del FC (buidar el contenidor de residus 
si no s’ha fet abans i omplir-lo del fluid (aigua Milli-Q).  
IV. Posar un tub de 5 mL amb Milli-Q a l’analitzador, obrir la pressió 
i posar el FC en mode RUN. Cal mirar que no quedi cap 
bombolla en el tub que surt del contenidor del fluid.  
V. Picar la tecla PRIME tres cops (amb la mateixa aigua) per tal 
d’eliminar les bombolles de la cambra. Un cop finalitzada 
aquesta acció es canviarà el tub. 
                                                
4 Aigua ultrapurificada (asegura l’oxidació de molècules orgániques i de microoganismes) i desionitzada i 
adaptada a entorns de laboratoris. 
5 Solució tampó de pH utilitzada en biologia molecular especialmente en procediments on es busca 
protegir el material genètic.  
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VI. Netejar el FC fent córrer un tub amb lleixiu (diluir al 10% la 
solució comercial) durant uns minuts. Canviar el tub per un altre 
amb aigua Milli-Q i deixar córrer uns minuts per mirar els events. 
VII. Obrir el programa “Cell-Quest”: 
 
-­‐ Obrir un arxiu. 
-­‐ Connectar el PC amb el FC (“Acquire”: Connect with 
cytometer”). 
-­‐ Obre un “document model” per els virus i totes les 
finestres(“Cytometer”: “Detectors”, “Threshold”, 
“Status” ; “Adquire”: “Parameter description” , 
“Counters”; “Cytometer”: “Instrument setting”, escollir 
el setting per els virus: 
 
SSC: 625 
FL1: 530 
Threshold: 50-80 
Blanc events <45 
 
VIII. Comprovar amb aigua Milli-Q si el FC està net del tot (per això 
hem seleccionat els ajustos corresponents). 
IX. Comprovar que el buffer tampó TE prèviament filtrat per un filtre 
o “swinex” de 0,2 µm esta net. Normalment, els “events/segon” 
han d’estar entre 0-15. Si no és així, hem de tornar a netejar el 
FC. 
X. Comprovar la taxa de fluxe, flow Rate (FR) fent córrer amb aigua 
Milli-Q, continguda en un tub durant uns 3 minuts. El tub  amb la 
mostra o Milli-Q es pesa abans com després d’haver passat el 
fluid en una balança analítica. El FR seleccionat per a tractar les 
mostres és la mitjana de varies lectures.  
 
 
Calcular el FR es calcula amb la següent fórmula:  
FR= (X1-X0)/t 
On: t és el temps en minuts, X0 és el pes de la mostra i X1 és el 
volum que queda després de passar la mostra pel FC. 
2.1.5 Control  
Preparar un control o blanc utilitzant 0,5 mL del buffer TE filtrat prèviament i afegir 0,5 
µL de SG. Aquest control s’incuba juntament amb les mostres durant uns 10 minuts a 
80oC en el bany i una vegada ha transcorregut aquest temps, es deixa a la foscor per 
tal que es refredi a temperatura ambient durant 5 minuts. A continuació, abans de 
passar les mostres es fa córrer el control a una velocitat MED durant 1 minut. Aquest 
hauria de donar entre 0-45 events/segon. Aquest valor, quan s’elabora el càlcul 
d’abundàncies de virus, serà restat als valors obtinguts de les mostres analitzades. 
 
María Serrano Cuerva  Ecologia de virus antàrtics marins 
 
2.1.6 Processat de les mostres 
 
I. Agafar unes quantes mostres del congelador i descongelar-les 
amb una aigua tèbia, a uns 37oC de manera ràpida. Després de 
descongelar les mostres, la mesura ha de ser tant ràpida com es 
pugui ja que la concentració de virus disminueix ràpidament. Les 
mostres no han de sobreescalfar-se mai. 
II. Enumerar i etiquetar els tubs de 5mL necessaris. 
III. Diluir les mostres amb el tampó TE. Normalment les dilucions 
més comunes són la 10X, 50X i la 100X. 
Dilució I: 450 µL of TE + 50 µL de la mostra (10X).  
Dilució II: 400 µL of TE + 100 µL de la “Dilució I” (50X). 
Dilució III: 450 µL of TE + 50 µL de “Dilució I” (100X).   
IV. Afegir 5 µL de SG I en cada tub. 
V. Incubar els tubs durant 10 minuts a 80ºC en el bany. Deixar-los 
posteriorment en un lloc fosc durant 5 minuts perquè la 
temperatura disminueixi. 
VI. Fer córrer les mostres en una velocitat MED durant 60 segons. 
La mitjana d’events per segon hauria de ser entre 300-800. Si no 
s’obtenen aquests valors s’ha de canviar la dilució de la mostra. 
2.1.7 Càlcul de resultats 
A la pantalla de l’ordinador per cada mostra tenim un citograma que s’ha 
d’analitzar, en el qual es poden detectar diferents tipus de virus segons la seva 
fluorescència. 
 
Totes les dades adquirides en el “Browser” es guarden com arxius Cell Quest. 
A partir d’ aquí s’ha de fer un “Gating”: 
 
I. Obrir un “Plot Model” per virus. 
II. Obrir el “Inspector” (“Windows”: “Show inspector”). Seleccionar 
“Analysis” en la finestra “Plot type”. En la finestra “Inspector” 
anar a “File” per importar el primer arxiu Cell Quest que es vol 
analitzar. Després d’adquirir les dades, aquestes s’han de 
passar en un format “Excel” per poder analitzar-les.  
III. En els citogrames, canviar o preparar les noves regions al 
voltant de les poblacions que es volen contar. 
IV. Anar a “Batch” clicar “Setup” per tal de seleccionar l’arxiu per 
exportar els estadístics. 
V. Anar a “Batch” i clicar “Run”. Fer un “Play” fins arribar al final 
dels nostres arxius. Quan la mostra està en la pantalla s’ha de 
comprovar si les regions concorden bé i si no és així s’han de 
modificar.  
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VI. Transformar aquest arxiu “Batch” en un de Excel. Obrir el 
programa i des de allà obrir els arxius i guardar-los en arxiu 
Excel per poder-los tractar. 
 
2.1.8 Final 
Un cop s’han descarregat les dades s’ha de desconnectar el FC: 
 
-­‐ En “Acquire”: “Disconnect from cytometer”. 
-­‐ “File”:“Quit”, “Do not save”. 
 
Posar un tub amb aigua Milli-Q en el FC i picar la tecla “ STANDBY” i tancar la 
pressió del contenidor del fluid. Mai deixar el tub en Standby amb la pressió 
ON. 
 
2.2 Protocol per a la preparació d’inserts d’agarosa per preservar els 
concentrats de virus 
2.2.1 Solucions a preparar prèvies a l’anàlisi 
• Stock del 1,6% (w:v) low-melting-point agarose 
• Buffer TE1X 
2.2.2 Materials 
• Centrifuga 
• Amicons de 30 Kda 
• Pipetes 
• Tubs de 1,5 mL 
• Bany d’aigua 
• Agarosa low-melting-point 
• Motlles de plugs 
• Pera 
• Tubs estèrils de 15 mL 
• Parafina 
• Buffer TE1X 
• Swinex de 0,2 µL 
 
2.2.3 Passos a seguir 
I. Preparar un concentrat viral a partir de  mostres filtrades 
prèviament per 0,2 µm i centrifugant-les diverses vegades a 
unes 4500 rpm en amicons de 30 KDa fins a obtenir una 
suspensió viral de 400 µL. 
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II. Pipetejar per resuspendre la mostra i transferir tot el volum 
quantificat en un tub de 1,5 mL. Equilibrar les mostres en el bany 
d’aigua a 37oC durant diversos minuts. 
III. Descongelar un stock del 1,6% (w:v) low-melting-point agarose 
(baix punt de fusió) en aigua estèril i conservar-la en el bany a 
50oC fins que s’utilitzi. 
IV. Barrejar pipetejant el mateix volum de suspensió viral que 
d’agarosa i ràpidament dispensar en motlles de 100 µL. Intentar 
evitar que es formin bombolles. 
V. Deixar solidificar a la temperatura ambient durant uns minuts i 
després 15 minuts a 4oC, cobrint el motlle per evitar que 
s’assequin. 
VI. Produir  els inserts (plugs) d’agarosa en el motlle amb ajuda 
d’una pera i posar-los en tubs estèrils de 15 mL retulats que 
continguin el tampó TE1X prèviament filtrat. Uns 5 mL del buffer 
són suficients per conservar 10 plugs. 
VII. Tancar els tubs amb el tap i protegir-los amb parafina. 
Emmagatzemar a 4oC fins a que siguin utilitzats. 
VIII. Netejar tots els estris utilitzats com són els motlles amb alcohol i 
abocar els tubs utilitzats als contenidors corresponents. 
 
3. Obtención i anàlisis de dades: càlcul d’abundàncies víriques  
 
A continuació s’exposa un exemple de citograma. En aquest es pot observar una caixa 
rectangular que correspon a les abundàncies de virus, de tal manera que el que 
sobresurt d’aquesta, no són virus sinó organismes procariotes (bacteris) o fitoplàncton. 
També a la part inferior hi ha un núvol de punts que corresponen a soroll. Això es sap 
perquè surt en el control. 
Els virus quantificats van ser classificats en tres categories en funció del seu grau de 
fluorescència verda (FL1) (Fig.3): 
• V1: low viruses 
• V2: medium viruses  
• V3: high viruses    
 
El citograma corresponent a 
aquesta mostra permet afirmar 
que la major quantitat de virus 
presents corresponen a les 
categories V1 i V2 (fags). 
 
 
Figura 3: Exemple citograma on 
es veuen els punts corresponents 
als virus (dins del rectangle) i a 
sobre a la dreta dins del cercle 
taronja la comunitat de bacteris 
(elaboració pròpia). 
Bacteris 
Virus 
Noise 
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TIME (s) VOL. (µL) FACTOR FIXACIÓ VOL. (µl) MOSTRA VOL. (µl) SGI DILUTION (1/100)
60 60,33 0,980392157 500 5 0,05
60 60,33 0,980392157 500 5 0,05
60 60,33 0,980392157 500 5 0,05
60 60,33 0,980392157 500 5 0,05
60 60,33 0,980392157 500 5 0,1
60 60,33 0,980392157 500 5 0,1
FILE NAME SAMPLE ID EST/EXP FONDÀRIA SAMPLE DATE SPEED SPEED µL·min-1 TIME (s)
MOSTRA123 X20.076 MOSTRA123 X20 CTD11 4 18/09/2015 HI 60,33 60
MOSTRA124 X20.079 MOSTRA124 X20 CTD11 8 18/09/2015 HI 60,33 60
MOSTRA125 X20.082 MOSTRA125 X20 CTD11 23 18/09/2015 HI 60,33 60
MOSTRA126 X20.083 MOSTRA126 X20 CTD11 35 18/09/2015 HI 60,33 60
MOSTRA127 X10.084 MOSTRA127 X10 CTD11 69 18/09/2015 HI 60,33 60
MOSTRA128 X10.085 MOSTRA128 X10 CTD11 120 18/09/2015 HI 60,33 60
EVENTS
MEDIUM HIGH VERY HIGH LOW ALL VIRUS
5799 981 60 7794 14530
4319 727 60 7174 12197
3430 684 48 4750 8869
4226 777 69 5703 10690
6232 1472 60 5043 12764
2984 825 50 2377 6212
CONCENTRACIÓ (VIRUS/ML)
MEDIUM HIGH VERY HIGH LOW ALL VIRUS
1,98E+06 3,35E+05 2,05E+04 2,66E+06 4,96E+06
1,48E+06 2,48E+05 2,05E+04 2,45E+06 4,17E+06
1,17E+06 2,34E+05 1,64E+04 1,62E+06 3,03E+06
1,44E+06 2,65E+05 2,36E+04 1,95E+06 3,65E+06
1,06E+06 2,51E+05 1,02E+04 8,61E+05 2,18E+06
5,10E+05 1,41E+05 8,54E+03 4,06E+05 1,06E+06
 
 
 
Les dades obtingudes en els citogrames es van tractar utilitzant fulls de càlculs amb el 
programa Microsoft Excel per tal de ser representades en concentracions de virus 
(virus/ mL). 
 
 
Es van utilitzar diferents paràmetres: 
 
• Volum mostra (µL): quantitat de mostra correguda pel FC. 
• Factor de fixació: les mostres van ser fixades amb Glutaraldehid al 25% 
(concentració final 0,005%). 
• Dilució: mostra la quantitat de TE i mostra utilitzada per l’anàlisi. 
• FR (µL·min-1): velocitat del FC utilitzada per la anàlisis.  
• Events: permeten classificar els virus en tres categories (low, medium, high). 
S’exposa un exemple de càlcul d’abundància de virus d’un perfil (CTD11) en fondària 
(Fig.4):  
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 4: Exemple càlcul abundància vírica d’una mostra del la zona de les Ourkney 
Islands (elaboració pròpia). 
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Per obtenir la concentració final de virus es va aplicar la següent fòrmula:  
 
4.  Gràfics 
En el Treball de Fi de Grau titulat Ecologia de virus antàrtics marins es dóna una major 
importància a les abundàncies víriques de superfície, però també es va mostrejar a 
altres fondàries de la columna d’aigua. A continuació es mostren una sèrie de gràfics 
corresponents a quatre perfils diferents. 
 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Perfils de quatre CTDs corresponents a les quatre diferents zones 
mostrejades: A) CTD 18 (Ourkney Islands) B) CTD 38 (Ourkney Islands) C) CTD 43 
(South Georgia Island) D) CTD 58 (Bellingshausen Sea i Gerlache Strait). 
Tal i com afirma Suttle (2007), l’abundància vírica tendeix a disminuir amb profunditat 
en la columna d’aigua i en aquests resultats es pot observar aquesta tendència. 
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